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Arg Thr GLu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro Gin Trp 

1 5 10 15 

Tyr Ser Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gin Gly Ala 

20 25 30 

Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu Ser Leu 

35 40 45 

He Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr Val Asn 

50 55 60 

Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro Val Gin Leu Glu Val His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin Ala Pro 

85 90 95 

Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 no 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn Gly Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His He Pro Lys Ala 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Val Gly Ser 
us 150 155 160 

Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn He Thr He Thr Gin Gly Leu 

165 170 175 

Ala Val Ser Thr lie Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu Val 

eventuellement prec&Jee (Tune methionine a rextremite N-terminaie ainsi que les analogues de cette 
sequence. 
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La presents invention concerne de nouveaux recepteurs Fo-gamma III humains solubles, leur procede de 
preparation, les compositions pharmaceutiques les contenant, leur application comme medicament et leur ap- 
plication diagnostique. Trois classes de recepteur Fc-gamma (RFcy) qui ont une affinity pour la partie Fc des 
immunoglobulines G (IgG) humaines ont ete decrites. lis different par leur affinity pour le ligand, leur distri- 
5 bution celluiaire et leur fonction (J. V. Ravetch et al. f Annu. Rev. Immunol., 9, 457, 1991). Les ricepteurs Fc- 
gamma de classe I (RFcyl), porteurs de I'antigdne CD64, sont des recepteurs de forte affinity pour les IgG 
monom6riques. Les recepteurs Fc-gamma de classe II (RFcyll), porteurs de Tantlgdne CD32 et les r6cepteurs 
Fc-gamma de classe III (RFcylll, porteurs de I'antigene CD 16) sont des r6cepteurs de faible aff inite pour les 
IgG dans les complexes immuns. 

w Deux types de recepteurs Fc-gamma III, respectivement RFcyl 1 1-1 et RFcylll-2 qui possedent des struc- 
tures et des expressions cellulaires differentes, ont ete droits (J. V. Ravetch et al., J. Exp. Med., 170, 481, 
1989). RFcylll-1 est un recepteur & une seule chaine lie & la surface de la membrane celluiaire par un residu 
glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) et exprim6 exclusrvement par les neutrophiles qui representent le type cel- 
luiaire le plus abondant du systeme immunitaire. RFcylll- 1 fixe les lgG1 et les lgG3 complexees, mais pas les 

is lgG2 et les lgG4 (T. W. J. Huizinga et al., J. Immunol., 142, 2359, 1989). Deux alleles du gene codant pour le 
RFcylll-1,appel6s respectivement NA1 etNA2, ont 6te clon6s (P. A Oryetal., J. Clin. Invest, 84, 1688, 1989). 
RFcylll-2 est un recepteur membranaire exprime sur les cellules elites natural killer (NX), les macrophages et 
les monocytes en culture (J. C. Edberg et al., J. Immunol., 144, 4729, 1990). 

Les recepteurs Fc-gamma jouent un r6le important dans la regulation de reactions du systems immunitaire 

20 (W. H. Fridman et al., Immunol. Rev., 125,49, 1 992). Une des remarquabies proprietes des recepteurs Fc-gam- 
ma repose sur I'existence de formes solubles qui lient les IgG complexees. 

II a ete montre que les recepteurs Fc-gamma peuvent etre liberes in vitro dans des surnageants de cultu- 
res de cellules T et conserver leur aff inite specif ique pour le fragment Fc des IgG. Ces recepteurs solubles 
ont ete appeJes IgGBF (Immunoglobulin G Binding Factor)(W. H. Fridman etal., Cell. Immunol., 11, 442, 1974). 

25 Ces formes solubles circulent egalement dans les flu ides bioiogiques humains. Ainsi des formes solubles de 
RFcylll, que Ton nomme aussi CD16 soluble (CD16s), sont detectees dans des surnageants de cultures de 
cellules du sang peripherique (W. H. Fridman etal., Immunol. Rev., 56, 51, 1981) aussi bien que dans du serum 
humain (T. W. J. Huizinga et al., J. Clin. Invest, 86, 416, 1990) ou dans la salive (C. Teillaud et al., Journal de 
Parodontologie, Vol 12, N°1, 1, 1992). Ces formes solubles der6cepteurRFCyl II sont produces essentiellement 

so par les neutrophiles. Les neutrophiles actives liberent le CD16 soluble par proteolyse du recepteur lie par un 
residu GPI (T. W. J. Huizinga et al., Nature, 333, 667, 1988). 

On a montre chez des patients presentant une deficience en gene codant pour RFcyl 1 1-1 que le taux de 
CD16 soluble est faible ou mfcme non detectable (T. W. J. Huizinga et al., Blood, 10, 1927, 1990), On a aussi 
observe que des patients attaints de myelome multiple ont une diminution du taux de CD16 soluble depen- 

35 dante du stade de la maladie (C. Mathiotet al., J. Clin. Inv., 13, N°1, 41, 1993). 

Des clones d'ADNc codant pour les recepteurs RFcylll humains ont ete isoles par G. A Peltz et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86, 1 01 3, 1 989 et D. Simmons et al., Nature, 333, 568, 1 988. La preparation d'une forme 
soluble de recepteur RFcylll constitute du seul domaine extracellulaire qui comprend une chaine polypepti- 
dique de 188 acides amines a 6te decrite dans la demande de brevet europeenne EP-A-0343950 ainsi que 

40 son utilisation dans le traitement du purpura thrombocytopenique immun. 

La presente invention concerne de nouveaux recepteurs RFcylll humains solubles (note plus loin recepteur 
RFcyllls) dont les proprietes bioiogiques immunosuppressives inattendues permettent leur utilisation comme 
medicament, notamment dans le domaine des maladies autoimmunes ou des syndromes autoimmuns, des 
rejets de greffe et des lymphoproliferations malignes. 

45 La presente invention a done pour objet un recepteur RFcylll humain soluble ayant la sequence en acides 

amines SEQ ID N°1 : 



50 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



Arg Thr GLu Asp Leu Pro Lys ALa VaL VaL Phe Leu Glu Pro Gin Trp 

1 5 10 15 

Tyr Ser Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gin Gly Ala 

20 25 30 

Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu Ser Leu 

35 40 45 

He Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr Val Asn 

50 55 60 

Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro Val Gin Leu GLu Val His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin Ala Pro 

85 90 95 

Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro ILe His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 110 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn Gly Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His He Pro Lys ALa 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu VaL Gly Ser 
145 150 155 160 

Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn He Thr He Thr Gin Gly Leu 

165 170 175 

Ala Val Ser Thr He Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu Val 



40 

eventuellement precedee d'une mfethionine a I'extremite N-terminale ainsi que les analogues de cette sequen- 
ce. 

Par analogues, on indut les sequences modifies dans la partie C- terminal e en position 189 a 194 de la 
sequence SEQ ID N°1 par substitution, d6l6tk>n ou addition de un ou plusieurs acides amines, a I'exception 

45 de la sequence dans laquelle les six derniers acides amines sont el i mines, pour autant que ces produrts 
conservent les proprietes de fixation des lgG1 et des lgG3 caractenstiques du recepteur RFcyllls de I'invention. 

Ces proprietes de recepteur RFcylll soluble sont mesurees par des method es connues telle que la fixation 
sur des colon nes d'affinite comprenant une IgG humaine d'isotype particulierdont une illustration est don nee 
plus loin dans la partie experimentale ou telle que inhibition de la formation de rosettes entre des erythrocytes 

so (RBC) recouvertes d'lgG et des cellules exprimant des rScepteurs RFcylll selon la methode decrite par exemple 
par W. H. Fridman et al., Meth. Enzymol, Vol 116, 403, 1986. Le recepteur RFcyllls de I'invention peut 6tre 
prepare par la technologie classique des proteines selon les methodes connues de la synthese peptidique ou 
les methodes connues du genie genetique qui comprend insertion d'une sequence d'ADN codant pour le re- 
cepteur RFcllls de invention dans un vecteur d'expression, la transformation de cellules avec ce vecteur et 

55 I'isolement du produit exprime. 

Un des aspect de I'invention concerne un recepteur RFcylll humain soluble tel qu'obtenu par I'expression 
dans une cellule hdte d'un ADN codant la sequence en acides amines SEQ ID N°1 : 
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Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys ALa Vat Val Phe Leu GLu Pro Gin Trp 
15 10 15 

5 Tyr Ser Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gin Gty ALa 
20 25 30 

Tyr Ser Pro GLu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn GLu Ser Leu 
35 40 45 

10 He Ser Ser GLn ALa Ser Ser Tyr Phe lie Asp Ala ALa Thr VaL Asn 
50 55 60 

Asp Ser Gly GLu Tyr Arg Cys GLn Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

15 

Pro VaL GLn Leu GLu VaL His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin ALa Pro 
85 90 95 

20 Arg Trp VaL Phe Lys GLu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 
100 105 110 

Trp Lys Asn Thr ALa Leu His Lys VaL Thr Tyr Leu GLn Asn Gly Lys 
25 115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His He Pro Lys ALa 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser GLy Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu VaL Gly Ser 
30 145 150 155 160 

Lys Asn VaL Ser Ser GLu Thr VaL Asn ILe Thr He Thr GLn GLy Leu 

165 170 175 

ALa VaL Ser Thr lie Ser Ser Phe Ser Pro Pro GLy Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu VaL 



40 

eventuellement precedee d'une methionine & rextremite N-terminale ainsi que les analogues de cette sequen- 
ce. 

Lorsque le recepteur RFcyllls est obtenu par expression dans une cellule hdte, celle-ci est realisee seion 
les methodes connues de genie genetique et de culture cellulaire. 
45 L* expression peut etre realisee dans une cellule hdte procaryote, par exemple E. coli ou dans une cellule 

eucaryote contenant la sequence codant pourle recepteur RFcyllls de I'invention precedee d'une sequence 
promoteur convenable. 

L'invention concerne plus precisement un recepteur RFcylll humain soluble tel qu'obtenu par I'expression 
dans une cellule hdte eucaryote d'un ADN codant la sequence en acides amines SEQ ID N°1 : 

50 



55 
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Arg Thr Gtu Asp Leu Pro Lys Ala Val VaL Phe Leu GLu Pro GLn Trp 

15 10 15 

Tyr Ser VaL Leu GLu Lys Asp Ser VaL Thr Leu Lys Cys GLn GLy ALa 

20 25 30 

Tyr Ser Pro GLu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn GLu Ser Leu 

35 40 45 

ILe Ser Ser GLn ALa Ser Ser Tyr Phe ILe Asp Ala ALa Thr VaL Asn 
50 55 60 



Asp Ser GLy GLu Tyr Arg Cys GLn Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro VaL GLn Leu GLu VaL His lie GLy Trp Leu Leu Leu GLn Ala Pro 

85 90 95 

Arg Trp VaL Phe Lys GLu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 110 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys VaL Thr Tyr Leu GLn Asn GLy Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His ILe Pro Lys ALa 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser GLy Ser Tyr Phe Cys Arg GLy Leu VaL GLy Ser 
145 150 155 160 

Lys Asn VaL Ser Ser GLu Thr Val Asn He Thr ILe Thr GLn GLy Leu 

165 170 175 

ALa VaL Ser Thr He Ser Ser Phe Ser Pro Pro GLy Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu VaL 



Les cellules h6te eucaryotes comprennent les levures ainsi que les cellules d'organismes superieurs, par 
exemple des cellules de mammiferes. Les cellules de mammiferes sont par exemple des f ibroblastes tels que 
les cellules L de souris, des cellules de hamster telles que les cellules CHO ou les cellules BHK ou des cellules 
COS de singe. 

L'invention concerne aussi une sequence d'ADN comprenant une sequence d'ADN codant pour le recep- 
teur RFcylll humain soluble ayant la sequence en acides amines SEQ ID N°1 ou une sequence analogue de 
celle-ci. L'invention concerne notamment une sequence d'ADN codant pour le recepteur RFcylll humain soluble 
ayant la sequence en acides amines SEQ ID N°1 ou une sequence analogue de celle-ci. 

L'invention concerne specialement une sequence d'ADN codant pour le recepteur RFcyllls de l'invention 
constitute essentiellement de la sequence nucleotidique SEQ ID N°2. La sequence SEQ ID N°2 est obtenue 
a partir d'une sequence d'ADNc dont le clonage a ete decrit (D. Simmons et al., deja cite) et dans laquelle une 
sequence contenant un codon de terminaison de la traduction est introduce par les method es de mutagenese 
dirigee. La sequence SEQ ID N°2 qui comprend 672 nucleotides contient une region codante pour le recepteur 
RFcyllls. La sequence deduite en acides amines est donnee en dessous (SEQ ID N°3). La sequence en acides 
amines du recepteur RFcyllls, commencant a la position +1, comprend 194 acides amines et est precedee 
d'une sequence signal peptide ayant 18 acides amines. 
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L'invention a egalement pour objet des vecteurs d' expression comprenant une sequence d'ADN codant 
pour un recepteur RFcylll humain soluble selon l'invention ainsi que des holes transformes avec un vecteur 
ci-dessus. 

L'invention concerne particulierement un hdte qui est une cellule eucaryote. 

5 Un autre aspect de l'invention concerne un precede qui comprend I'expression du recepteur RFcylll hu- 

main soluble dans une cellule hdte transformee ci-dessus et notamment un procede dans lequel la cellule hdte 
est une cellule eucaryote et dont un exemple est decrit plus loin. 

La presente invention a egalement pour objet des anticorps monoclonaux diriges contre le recepteur 
RFcylll humain soluble selon l'invention ou contre un fragment immunogene de ceJui-ci. Les anticorps sont 

10 prepares selon les method es connues et peuvent etre utilises par exemple pour diagnostiquer des pathologies 
caracterisees par une modification des taux de recepteurs Fcylll solubles ou pour le dosage du recepteur 
RFcyllls de l'invention dans des fluides biologiques en utilisant le recepteur RFcyllls ci-dessus comme mole- 
cule standard, par exemple dans un test EUSA. L'invention a ainsi egalement pour objet une composition de 
diagnostic comprenant un ou plusieurs anticorps selon l'invention. 

15 Le recepteur RFcyllls de l'invention a de remarquables proprietes biologiques immunosuppressives, en 

particulier une activite antiproliferative, une activite inhibit rice de la production des immunoglobulines ainsi 
qu'une activite anticytotoxicite cellulaire de type Natural Killer (NK) comme le montrent les resultats donnes 
plus loin. 

Ces proprietes rendent le recepteur RFcllls de l'invention utilisable dans le traitement de maladies autoim- 
20 munes telles que par exemple le diabete auto-immun, la poJyarthrite rhumatoTde, le lupus erythremateux dis- 
simine ou la sclerose en plaques ainsi que dans le traitement de syndromes autoimmuns consecutifs & des 
traitements immunostimulants, par exemple a un traitement par de I'interleukine 2. Le produit de l'invention 
peut etre egalement utile dans le traitement de lymphoprol iterations malignes en particulier les lymphomes 
et les myelomes B ou dans la prevention de rejets de greffe consecutives d des transplantations d'organes 
25 et dans le traitement de lymphoproiiferations malignes. 

La presente invention a done pour objet a titre de medicament, le recepteur RFcylll humain soluble de P in- 
vention. 

L'invention s'etend aux compositions pharmaceutiques rerrfermant comme principe actif un medicament 
defini ci-dessus et concerne particulierement les compositions pharmaceutiques pour moduler la proliferation 
30 cellulaire, pour moduler la cytotoxicite de type NK ou pour moduler la production d'anticorps. 

Le principe actif peut dtre incorpore & des excipients usuels pour la preparation des compositions phar- 
maceutiques ci-dessus. Les compositions de l'invention peuvent etre administrees par voie parenterale, orale 
ou locale. 

Les figures ci-annexees illustrent certains aspects de l'invention : 
35 La figure 1 represente le schema du plasmide pKC3~RFcyllls contenant I'insert de la sequence SEQ ID 

N°2. 

La figure 2 represente la detection de I'ARN specif ique du RFcyllls dans les clones resistants selection nes 
C4 a C8 avec des cellules LAK comme temoin posrtif et des cellules L comme temoin negatif, par la methode 
Dot blot ou la methode Northern blot & I'aide d'une sonde radioactive specif ique. 
40 La figure 3 represente le titrage du RFcyllls dans I'eff luent (EF) et dans I'eluat aefcte (EL) de la colon ne 

d'aff inite 3G8 par rapport au bouillon recolte (D), par immunoempreinte a I'aide d'un anticorps monoclonal 
BW209/2 radiomarque. 

La figure 4 represente le titrage de la specif icite du RFcyllls purif ie a fixer les IgG (lgG1 a lgG4) ainsi que 
des fragments F(ab') 2 d* IgG, par immunoempreinte a I'aide de l'anticorps BW209/2 radiomarque dans I'eff luent 
45 (a) et dans I'eluat (b) respectifs d'une colonne d'lgG donnee ou de fragment F(ab') 2 . 

La figure 5 represente la SDS-PAGE du RFcyllls purif ie. Le RFcyllls radiomarque est detecte par autora- 
diographie avant ou apres deglycosylation par Endo F (figure 5A) ou par Western blot (figure 5B, ligne 1) & 
I'aide de l'anticorps BW209/2 radiomarque comparativement a un contrdle-temoin (figure 5B, ligne 2). 

La figure 6 represente I'effet inhibiteur du RFcyll Is sur la cytotoxicite NK des cellules effecteurs LAK (figure 
so 6A) ou des cellules effecteurs PBL (figure 6B) exprimee en % de lyse de cellules cibles K562 mesuree par le 
relarguage de Cr51 en fonction de la concentration relative des cellules effecteurs cellules effecteurs (LAK 
ou PBL)/cibles et de la concentration en RFcyllls. 

Les exemples suivants illustrent l'invention sans la limiter. 

55 EXEMPLE 1 : production d'un recepteur Fcylll humain soluble (RFcyllls) dans des cellules d'eucaryo- 
tes. 



Des cellules d'eucaryotes qui secretent en permanence un recepteur RFcyllls sont obtenues par co-trans- 
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fection avec un vecteur portent un marqueur de selection et un vecteur d'expression portent une sequence 
d'ADN codant pour le recepteur RFcyllls et un promoteur compatible avec la souche hdte. Les actrvit6s biolo- 
giques sont determinees sur le produit isoie et purif ie & l'homog6n£it6. 

5 A - Construction de la sequence codante : 

La sequence d'ADN codant pour le recepteur RFcyllls est obtenue & partir de I'ADNc codant pour un re- 
cepteur RFcylll exprime dans les PMN dans lequel on introduit une sequence nucleotidique not6e "stop linker" 
contenant un codon TAG de terminaison de la traduction : 

10 Le plasmide pCD16 decrit par D. Simmons (d6ja cite) comprend un insert d'ADNc de 893 bp dans lequel on 
introduit le "stop linker" GCGGATCCTAGACTAGTCTAG (SEQ ID N°4) £ la position 652, selon les methodes 
connues de mutag£nese dirigee. pCD16 est successivement digere par I'endonuciease de restriction Kpnl, 
traite avec de la T4-DNA polymerase pour enlever I'extremite 3' protuberante, puts ligature & un oligonucleo- 
tide ayant la sequence CGCGGATCCGCG (SEQ ID N°5) contenant un site BamHI. Le fragment obtenu est 

15 ensuite clone dans un plasmide portent un site BamHI unique. Pour creer le codon stop TAG apres le site Bam- 
HI, un site Spel est d'abord eJimind. Le site BamHI est dive puis les extremites creees sont remplies & I'aide 
du fragment Kienow de la DNA polymerase de E. coli. Une sequence linker Spel" CTAGACTAGTCTAG (SEQ 
ID N°6), contenant un site de restriction de I'enzyme Spel, est inseree. On obtient I'insert de 672 bp ayant la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°2. 

20 L'insert a ete sous clone aux sites BstX1 du plasmide CDM8 (B. Seed, Nature, 329, 840, 1987). Apres 

digestion avec I'enzyme de restriction Xba1, le fragment isoie est insert dans le site polyl inker du plasmide 
pKC3 derive du plasmide pKO-n6o (K. Van Doren et al., J. Virol., 50, 606, 1 984) et dont la structure est montr6e 
£ la figure 1 . 

Le plasmide obtenu est denomme pKC3-RFcyllls (figure 1). 

25 

B - Transfection et selection d'une cellule transformed. 

Le plasmide pKC3-RFcylils est introduit par cotransfection avec le plasmide pSV2-n6o (K. Van Doren et 
al., dej£ cite) dans des f ibroblastes murins (cellules L) par la methode de coprecipitetion au phosphate de cal- 
30 cium : 

Des boites de Petri de 60 mm de diametre sont ensemencees avec 106 cellules L cultivees en milieu DMEM 
(Gibco BRL) complete avec 10 % de serum de veau fetal (SVF) (Row laboratories), 100 Ul/ml de penicilline 
(Gibco BRL), 1 00 ug/ml de streptomycine (Gibco BRL), 2mM de L-glutemine (Gibco BRL). Apres une nuit d'in- 
cubation & 37°C en 6tuve & 7 % de C02, les cellules sont cotransfectees avec 10 ug de plasmide pKC3-RFcyllls 

35 et 1 00 ng de plasmide pSV2-neo. Apres trois jours de culture, les cellules sont placees en milieu seiectif conte- 
nant 1 mg/ml d'antibiotique G-418 (Geneticin, G-41 8 sulfate, Gibco BRL) puis sont maintenues dans un milieu 
contenant 500 ug/ml de G-418. 

L'ARN total de clones resistants au milieu de selection est isoie et analyse selon les techniques de Dot 
blot et de Northern blot L'ARN specif ique du recepteur RFcyllls est detecte & I'aide d'une sonde sp6cifique 

40 constitu6e du fragment Xba1-Xba1 de pKC3-RFcyllls marqu6e au «P avec [a-^P) dCTP (370 MBq/ml) par la 
methode "random primer" d6crite par A P. Feinberg et al. Anal. Biochem 132, 6, 1983. 

On uti lise comme contrfcle positif I'ARN de lymphocytes humains cultives en presence d'interleukine 2 (cel- 
lules LAK) et comme controle negatif des cellules L non transfectees. 

La figure 2 montre les resultats obtenus avec cinq clones resistants designes C4 d C8. Le clone C8, note 

45 plus loin IIIC8, qui renferme le plus grand nombre de copies d'ARN codant pour le recepteur RFcyllls est se- 
lect ion n6 pour les travaux ulterieurs. 

C - Production du recepteur RFcyllls. 

so Le clone IIIC8 est cultive dans un bioreacteur de type Acusyst Junior (Endotronics) dans le milieu DMEM 

complete e 5 % de SVF. Le bioreacteur de 1,1 m 2 est ensemence avec 3X1 0 8 cellules et un flux continu de 
milieu DMEM £ 5 % de SVF est instaile au debit de 1 ml/h. La recolte du bouillon est effectuee du jour 12 au 
jour 22. 

55 EXEMPLE 2 : purification du recepteur RFcyllls. 

60 ml du bouillon recolte ci-dessus sont dialyses pendant 18 h £ 4°C contra du tampon Tri^Base 20 mM 
& pH 7,6, puis passes sur une colonne de 0,5 ml de BSA-Sepharose 4B (Pharmacia) et chromatographies au 
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d6bit de 1 5 a 20 ml/h, a 4°C sur une colonne contenant 0,5 ml de Sepharose 4B (Pharmacia) couple a I'anticorps 
monoclonal 3G8 qui est un anticorps de souris anti-CD16 d'isotype lgG1 , k decrit par H. B. Fleit et al. (Proc. 
Natl. Acad. Sci 79, 3275, 1982) et 6quilibr6 dans le tampon Tris-Base 20 mM & pH 7,6. L'effluent est passe a 
nouveau deux fois sur la mfime colonne. La colonne est Iav6e avec 40 ml du mfime tampon puis eluee au d6bit 
5 de 3 ml/h avec un tampon glycine-HCI 0,2 M a pH 2,8. On obtient 2 ml d'tluat acide que Ton neutralise avec 
un tampon Tris-Base 2M a pH 9 que Ton soumet aux analyses suivantes : 

a) Teneur en proteine 

10 L'eluat acide obtenu renferme 72 ± 45 \xg de proline titrfee selon le micro essai de Bradford (Bio-Rad Pro- 
tein Assay). 

b) Teneur en recepteur RFcyllls 

15 La mise en Evidence du recepteur RFcyllls est faite par empreinte directe sur une membrane de nitrocel- 
lulose en utilisant I'anticorps monoclonal BW209/2 qui est un anticorps monoclonal de souris anti-CD16, d'iso- 
type lgG2a d6crit par D. Simmons et al. (d6ja cite) et que Ton a radiomarque a I'iode 125. 

Les resultats de rimmunoempreinte effectute simultan6ment sur le bouillon de depart (D), sur I'effluent 
(EF) et sur I'eJuat acide (EL) de la colonne d'aff inite permettent d'evaluer le rendement de la chromatographie 

20 d'aff inite entre 16 et 30 % de la teneur initiale en recepteur RFcyllls present dans le bouillon recolte (figure 



EXEMPLE 3 : caracterisation du rtcepteur RFcyllls 
25 A - Sp6cif icitt isotypique de la fixation des IgG 

La specificity de fixation des IgG du recepteur RFcyllls de I'invention est determinte par chromatographie 
d'aff inite sur une colonne d'lgG humaine d'isotype determine. 

Le bouillon rtcolte, dialyse et passe sur la colonne de BSA-S6pharose 4B obtenu a I'exemple 2 est chro- 
30 matographie sur une colonne contenant 0,5 ml de S6pharose 4B auquel est couple 3 mg d'lgG humaine mo- 
noclonale d'isotype respectif lgG1, lgG2-kappa, lgG3-kappa, lgG4-kappa ou de fragments F(ab')2 d'lgG po- 
lyclonale prepares par digestion d'une IgG humaine par la pepsine survie d'une purification sur une colonne 
de proteine A-s6pharose CL-4B (Pharmacia). Chaque colonne d F immunoadsorbant est Iav6e avec un tampon 
Tris-Base 20 mM a pH 7,6 puis 6lu6e avec un tampon glycine-HCI 0,2M a pH 2,8. Chaque eluat acide obtenu 
35 respectivement est neutralist avec un tampon Tris-Base 2M a pH 9. 

50 pi du materiel de depart, de chaque effluent et de chaque 6Juat acide correspondant aprds neutralisa- 
tion sont respectivement testes en empreinte directe avec I'anticorps monoclonal anti-CD16 BW209/2 radio- 
marqu6, comme indiqu6 a I'exemple 2. 

Les resultats donnes a la figure 4 montrent des spots intenses dans les eluats (b) correspondant aux im- 
40 muno-adsorbants d'lgGI et d'lgG3 immobilis£es tandis que les eJuats (b) des immunoadsorbants d'lgG2, igG4 
ou de F(ab') 2 sont negatifc et que les effluents (a) donnent des spots feibles inffcrieurs a celui du materiel de 
depart (S. MAT). Ces resultats indiquent que le recepteur RFcyllls de I'invention se fixe aux lgG1 et lgG3 in- 
solubilisees et ne se fixe pas de facon significative aux lgG2 et lgG4. 

45 B - Homog6n6itf 

Le rfecepteur RFcyllls purifi6 cl-dessus est analyst par 6lectrophor6se SDS-PAGE sur des gels a 10 % 
de polyacrylamide selon la ntethode de Laemmli (Nature, 227, 680, 1970) dans un systeme de gel minilab 
(Mini-Protean II Electrophoresis cell, Bio-Rad) suivie d'une revelation par autoradiographie ou par immuno d6- 
so tection : 

a) SDS-PAGE et autoradiographie : 

On utilise des echantillons d'eluat acide positif a I'immunoempreinte obtenu a I'exemple 2 que Ton dialyse 
55 contre du tampon PBS puis radiomarque a I'iode 125 a I'aide d'iodure de sodium radioactif par la ntethode a 
la chloramine T. L'6luat radiomarqud est eventuellement ensufte dtglycosyle : 0,1 ml d'6luat radiomarque est 
dilut avec 9 volumes de tampon phosphate de sodium 100 mM a pH 6,1 contenant 50 mM d'EDTA, 1 % de 
Triton X-100 et 1 % de 2-mercaptoethanol, maintenu a 100°C pendant 5 minutes, puis traite par une unite de 
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ENDO F (Endo-0-N-ac6tyl glucosoaminidase F, Boehringer Mannheim Biochemica) a 37°C pendant 18 heures 
puis par I'acide trichlorac6tique a 10 %. Le precipite obtenu est lave avec de l'ac6tone a -20°C, porta a 100°C 
dans du tampon Tris-HCI 80 mM a pH 6 f 8 contenant 100 mM de DTT, 2 % de SDS, 10 % de glycerol et 0,01 
% de bleu de bromophenol. 

5 Lechantillon radiomarqu6 avant deglycosylation (- EndoF) rtveie par autoradiographie une seule bande 

correspondant a un poids moieculaire apparent de 48kDa alors que I'echanti lion radiomarque puis deglycosyie 
(+ Endo F) rev&e deux bandes a 26 et 30 kDa (figure 5A). 

b) SDS-PAGE et Western Blotting : 

10 

30 fii d'6luat acide obtenu a I'exemple 2 sont portes a Ebullition pendant trois minutes dans le tampon SDS 
d'6chantillon puis soumis a la SDS-PAGE pendant 40 minutes a 200 volts a la temperature ambiante. Le gel 
est Iav6 avec un tampon Tris-base 25 mM a pH 8,3 contenant de la glycine 192 mM et 2 % de methanol, puis 
transf6r6 sur une membrane de nitrocellulose (BA-85, 0, 45 um, Schleicher & Schull) pendant une heure a 

15 100 volts en utilisantunsystemedetransfert(Bk)-Rad, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer cell). La mem- 
brane de nitrocellulose est ensuite saturee pendant 45 minutes & 40°C dans un tampon Tris-HC1 10 mM a pH 
7,4 contenant NaC1 150 mM et 5 % de BSA (Western buffer, note WB) et incubee pendant 18 heures a 4°C 
avec I'anticorps monoclonal anti-CD16 BW209/2 marque a I'iode 125, a la concentration de 10 6 com par ml 
pour 10 cm 2 de nitrocellulose. La membrane est ensuite Iav6e successivement deux fois dans le tampon WB, 

20 une fois dans le tampon WB contenant 0,05 % de Nonidet P40 (Fluka) et encore deux fois dans le tampon Wb[ 
puis est exposee pendant une nuit a -70°Ca un film KodakX-OMAT S (Eastman Kodak) pour autoradiographie. 

On traite de la mfime facon un eluat acide obtenu a partir de cultures de cellules L non transferees, a 
titre de contrite temoin. 

Les resultats donn6s a la figure 5B montrent que le RFcyllls purif ie (ligne 1) migre comme une glycopro- 
25 ttine ayant un PM apparent de 48 kDa tandis qu'aucune detection n'est observ6e avec le controls temoin (ligne 
2). 

EXEMPLE 4 : activite immunosuppressive du recepteur RFcyllls 

30 Le recepteur RFcyllls purif ie ckJessus pr6sente une activite immunosuppressive qui est 6valuee sur des 
cellules activees in vitro par mesure de sa capacite a inhiber respectivement : 

- la proliferation de lymphocytes stimules; 

- la production d'anticorps par les lymphocytes; 

- la cytotoxicity des cellules NK (natural killer). 

35 

A - Inhibition de la proliferation des PBMC stimulus par le mKogdne pokeweed (PWM) 

Les cellules mononucleates du sang peripheriques (PBMC) de donneur sains sont prepares par separa- 
tion a I'akJe d'un gradient de densite de Ficoll-lsopaque. Les PBMC decongeles sont cultives dans des plaques 
40 de 96 puits (Falcon 3072) & 37°C dans une atmosphere humide a 7 % de C02. Les PBMC sont ajustes £ 2 X 
1 0 6 cellules /ml dans du milieu RPMI-1640 (Gibco) complete avec 10 % de s6rum de veau foetal (SVF) (Row 
Laboratories), 100 Ul/ml de penicillins, 100 ug mM/ml de streptomycine, 1 % de L-glutamine, 1 % decides 
amines non essentiels (Gibco) et de 0,05 M/l de 2-mercaptoethanol (Gibco). 

2 X 10 5 cellules sont reparties dans les plaques de 96 puits et incubees pendant 6 jours dans un volume 
45 final de 200 (il de milieu de culture contenant du PWM (IBF) a la concentration de 0,1 ug/ml (controle stimuie) 
ou ne contenant pas de PWM (controle non stimuie) et en presence de differentes doses de RFcyllls purif ie 
& I'exemple 2 ou de tampon PBS (controle). Chaque culture est faite en trois r6pliques. La proliferation des 
PBMC est mesuree au sixieme jour de culture par incorporation de 1 nCi de thymidine tritiee (Amersham). 
Apres 6 heures d'incubation & 37°C en presence de 7 % de C02, la quantite de radioactivite incorporee est 
so mesuree avec un compteur beta (Pharmacia). 

Le pourcentage d'inhibition de la proliferation est caicuie par rapport au controls stimuie. 
Les resultats obtenus dans deux experiences s6parees sont donnes dans le tableau suivant : 
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Tableau 1 



PWM dose de RFcyllls ug / ml 



1° experience 



0,012 

1,5 

6,2 



2° experience 



0,012 
1.5 

6,2 



Thymidine incorporee cpm 



153 
38393 
37600 
22558 
4376 



542 
40798 
43410 
32207 
62 



% inhibition 



/ 
/ 
0 
41 
89 



/ 
/ 
0 
21 
100 



A la dose de 6, 2 ug/ml en RFcyllls, Factivation de la 
inhibee. 



proliferation des PBMC stimules par PWM est totalement 



B - Inhibition de la production d'anticorps par les PBMC stimules par le PWM 

Les cultures cellulaires sont realisees comme precedemment en trois repliques. 
La production d'lgG et d'lgM est mesuree au stxieme jour dans les surnageants a I'aide d'un test ELISA 
specif ique des IgG ou des IgM, selon la methode decrite par E. Thibaut et al. J. Immunol. Meth., 1 04, 1 5, 1987. 
Le pourcentage d'inhibition de la production d'anticorps est calcule pa > apport au :ontr6Je stimule 
Les resultats obtenus dans deux experiences sont donnes dans le tableau suivant : 
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Tableau 2 





PWM dose de RFcyllls ng / ml 


IgM ng/ml 


% inhibition 


IgG ng/ml 


% inhibition 


5 


1° experience 


















100 


/ 


18 


/ 




+ 






582 


/ 


192 


/ 


10 


+ 




U|U %£. 


492 


15 


100 


59 




+ 




1,5 


64 


89 


10 


95 




+ 




6,2 


0 


100 


12 


95 


15 




2°e> 


tperience 


















170 


/ 


20 


/ 




+ 






287 


/ 


156 


/ 


20 


+ 




0,012 


190 


34 


78 


50 




+ 




1.5 


0 


100 


0 


100 




+ 




6,2 


0 


100 


0 


100 



A la dose de 1 ,5 ng/ml en RFCyllls, la production d'lgG ou d'lgM par les PBMC stimules par PWM est totalement 
inhibee. 



C - Inhibition de la cytotoxicity de type NK 

30 

L'etude est realise* sur des cellules mononuclees circulantes humaines incubees ou non en presence d'IL2 
et dont on determine Teffet cytotoxique vis a vis de cellules cibles tumorales K562 qui est une lignee erythro- 
leucemique sensible aux cellules NK, par mesure du relarguage de Cr51 en 4 heures. 

Los cellules mononucleates du sang peripherique (PBL) de donneurs sains sont prepares a raid* d*un 
35 gradient de Ficoll-lsopaque, laves et ajustes a 10 X 1 0« cellules /ml dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) complete 
avec 10 % de SVF, 1 % de L-glutamine, 100 Ul/ml de penicilline et 100 jig/ml de streptomycine (note RPMI 
10%SVF). 

Les cellules LAK sont obtenues par culture des PBL pendant trois jours a 37°C en atmosphere humide a 
7 % de C02 en presence de 1000 u/ml d'IL2. 
^ Les cellules ef fecteurs PBL ou LAK sont incubees a la concentration de 1 0 X 1 0« cellules/ml dans du milieu 

RPMI 10 % SVF pendant 2 heures a 37°C en presence de differentes doses de recepteur RFcyllls purifie a 
Texemple 2. Les cellules sont ensuite lavees et remises en suspension a 5 X 10* cellules/ml dans le meme 
milieu. 

100 nl de cellules effecteurs PBL ou LAK contenant 5 X 10» a 7 X 10* cellules sont incubes avec 100 jxl 
^ de cellules cibles (5 X 1 0 4 cellules) dans des plaques en V a 96 puits pendant 4 heures a 37°C. Apres centri- 
fugation a 2000 rpm pendant 5mn, 100 jj de surnageant sont preleves dans lequel on mesure la radioactivite 
presente. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de lyse des cellules cibles. Les figures 6A et 6B montrent I'in- 
hibition de la lyse respectivement par les cellules LAK et par les PBL en presence de doses variables de re- 
w cepteur RFcyllls purifie en fonction de la concentration relative effecteurs/cibles. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERATE! 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: ROUSSEL UCLAP 

<B) ROE: 35 , Boulevard dee Invalides 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75007 

(H) TELE COP IE: (33) 1.49,91.46.10 

(A) NOM: The General Hospital Corporation 

(B) ROE: Fruit Street 
<C) VILLE: BOSTON 

(D) PROVINCE : MASSACHUSETTS 

(E) PAYS: UNITED STATES OF AMERICA 

(F) CODE POSTAL: 02114 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: Nouveaux recepteurs Fc-gamma III humains 
solubles, leur precede de preparation, lee compositions 
pharmaceutiques lea con ten ant, leur application corone 
medicaments et leur application diagnostique. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORD I N ATEOR ; 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

et WORDPERFECT 5-1 pour corrections informations 2 (ii) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 194 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
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(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro Gin Trp 

10 1 5 10 15 

Tyr Ser Val Leu Glu Lys Asp ser Val Thr Leu Lys Cys Gin Gly Ala 
20 25 30 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu Ser Leu 
35 40 45 

He Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr Val Asn 
50 55 60 

Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro Val Gin Leu Glu Val His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin Ala Pro 
85 90 95 

Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 
100 105 110 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn Gly Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His He Pro Lys Ala 
130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Val Gly Ser 
145 150 155 160 

Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn He Thr He Thr Gin Gly Leu 
165 170 175 

Ala Val Ser Thr He Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu Val 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTBRISTIQUBS DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEURt 672 pa ire a de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NQKBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(vi) ORIGINS: 
15 (A) ORGAN I SHE: Homo sapiens 

(ix) CARACTERI ST I QUE ADDITIONELLE: 
(A) NOH/CLE: CDS 
20 (B) EMPLACEMENT: 34.. 669 



25 



30 



(ix) CARACTERI ST I QUE ADDITIONELLE: 
(A) KOM/CLE: matjpeptide 
<B) EMPLACEMENT: 88*. 669 

(ix) CARACTERI ST I QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: sig_j>eptide 

(B) EMPLACEMENT: 34.. 87 



(x) INFORMATION DE LA PUBLICATION: 

(A) AUTEURS: Simmons, David 
35 seed, Brian 

(B) TITRE: The Fc gamma receptor of natural killer cells 

is a phospholipid- linked membrane protein 

(C) REVUE: Nature 
40 (D) VOLUME: 333 

(F) PAGES: 568-570 

(G) DATE: JUNE-9-1988 

(K) RESIDUES PERTINENTS DANS LA SEQ ID NO: 2: DE 1 JUSQU'AU 650 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2: 



TCTTTGGTGA CTTGTCCACT CCAGTGTGGC ATC ATG TGG CAG CTG CTC CTC CCA 

Met Trp Gin Leu Leu Leu Pro 
-18 -15 
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10 



ACT GCT CTG CTA CTT CTA GTT TCA GCT GGC ATG OGG ACT GAA GAT CTC 102 
Thr Ala Leu Leu Leu Leu Val Ser Ala Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu 
-10 -5 1 5 

CCA AAG GCT GTG GTG TTC CTG GAG CCT CAA TGG TAC AGC GTG CTT GAG 150 
Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro Gin Trp Tyr Ser Val Leu Glu 
10 15 20 

AAG GAC AGT GTG ACT CTG AAG TGC CAG GGA GCC TAC TCC CCT GAG GAC 198 
Lya Asp Ser Val Thr Leu Lys eye Gin Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp 
25 30 35 

AAT TCC ACA CAG TGG TTT CAC AAT GAG AGC CTC ATC TCA AGC CAG GCC 246 
Asn ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu ser Leu He Ser Ser Gin Ala 
40 45 50 

TCG AGC TAC TTC ATT GAC GCT GCC ACA GTC AAC GAC AGT GGA GAG TAC 294 
Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr Val Asn Asp Ser Gly Glu Tyr 
55 60 65 

AGG TGC CAG ACA AAC CTC TCC ACC CTC AGT GAC CCG GTG CAG CTA GAA 342 
Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp Pro Val Gin Leu Glu 
70 75 80 85 

GTC CAT ATC GGC TGG CTG TTG CTC CAG GCC CCT CGG TGG GTG TTC AAG 390 
Val Hie He Gly Trp Leu Leu Leu Gin Ala Pro Arg Trp Val Phe Lys 
90 95 100 

GAG GAA GAC CCT ATT CAC CTG AGG TGT CAC AGC TGG AAG AAC ACT GCT 438 
Glu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser Trp Lys Asn Thr Ala 
105 110 115 

40 CTG CAT AAG GTC ACA TAT TTA CAG AAT GGC AAA GAC AGG AAG TAT TTT 486 
Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn Gly Lys Asp Arg Lys Tyr Phe 
120 125 130 



15 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



CAT CAT AAT TCT GAC TTC CAC ATT CCA AAA GCC ACA CTC AAA GAT AGC 534 
His His Asn ser Asp Phe His He Pro Lys Ala Thr Leu Lys Asp Ser 
135 140 145 

GGC TCC TAC TTC TGC AGG GGG CTT GTT GGG AGT AAA AAT GTG TCT TCA 5B2 
Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Val Gly Ser Lys Asn Val Ser Ser 
150 155 160 165 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



GAG ACT GTG AAC ATC ACC ATC ACT CAA GGT TTG OCA GTG TCA ACC ATC 630 
Glu Thr Val Aan lie Thr lie Thr Gin Gly Leu Ala Val Ser Thr lie 
170 175 180 

TCA TCA TTC TCT CCA CCT GGC GCG GAT CCT AGA CTA GTC TAG 672 
Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Arg Leu Val 
185 190 



(2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUBS DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 212 a c idee amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: prot6ine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Met Trp Gin Leu Leu Leu Pro Thr Ala Leu Leu Leu Leu Val Ser Ala 
-18 -15 -io - 5 

Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lya Ala Val Val Phe Leu Glu Pro 
15 10 

Gin Trp Tyr Ser Val Leu Glu Lya Asp Ser Val Thr Leu Lyo Cys Gin 
-5 20 25 30 

Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu 
35 40 45 

Ser Leu He Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr 
50 55 60 

Val Asn Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu 
65 70 75 

Ser Asp Pro Val Gin Leu Glu Val His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin 
80 85 90 

Ala Pro Arg Trp Val Phe Lye Glu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys 
95 100 105 no 
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His Ser Trp Lye Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn 
115 120 125 

5 

Gly Lys Asp Arg Lys Tyr Phe His His Aan Ser Asp Phe His lie Pro 
130 135 140 

Lys Ala Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Val 
145 150 155 

Gly Ser Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn lie Thr He Thr Gin 
160 165 170 

15 

Gly Leu Ala Val Ser Thr He Ser Ser Phe ser Pro Pro Gly Ala Asp 
175 180 185 190 

20 Pro Arg Leu Val 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

25 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acid© micl6ique 
3, (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION i lineaire 

(Li) TYPE DE MOLECULE: OLIGONUCLEOTIDE 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: niacjeature 

(B) EMPLACEMENT: 1..21 

40 (D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /note- "Stop linker" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

45 

GCGGATCCTA GACTAGTCTA G 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

50 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 12 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 
55 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: OLIGONUCLEOTIDE 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONALLY: 

(A) NOM/CLB : mi a cofeature 

(B) EMPLACEMENT: 1. .12 

(D) AUTRES RENSE I6NEMENTS : /note* "Oligonucleotide contenant 
10 un site BamHI* 1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

15 

CGCGGATCCG CG 



20 



25 



30 



40 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: OLIGONUCLEOTIDE 



(ix) CARACTERI ST I QUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: raisc_f eature 
<B) EMPLACEMENT: 1. .14 
35 (D) AUTRES RENSE IGNEMENTS : /note* "Linker Spel* 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CTAGACTAGT CTAG 14 



45 

Revendications 

1) R6cepteur RFcylll humain soluble ayant la sequence en acides amines SEQ ID N°1 : 

50 
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Arg Thr Gtu Asp Leu Pro Lys Ala Vat Val Phe Leu GLu Pro Gin Trp 

15 10 15 

Tyr Ser VaL Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gin Gly Ala 

20 25 30 

Tyr Ser Pro GLu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn Glu Ser Leu 

35 AO 45 

lie Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr Phe He Asp Ala Ala Thr Val Asn 

50 55 60 

Asp Ser Gly GLu Tyr Arg Cys Gin Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro Val Gin Leu Glu Val His He Gly Trp Leu Leu Leu Gin Ala Pro 

85 90 95 

Arg Trp VaL Phe Lys Glu Glu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 110 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asn Gly Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His He Pro Lys Ala 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Val Gly Ser 
145 150 155 160 

Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn lie Thr lie Thr Gin Gly Leu 

165 170 175 

Ala Val Ser Thr He Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu Val 



eventuellement precedes d'une methionine a I'extremrte N-tenminale ainsi que les analogues de cette sequen- 
ce. 

2) Recepteur RFcylll humain soluble tel qu'obtenu par I'expression dans una cellule hfite d'un ADN codant 
la sequence en ackJes amines SEQ ID N°1 : 

Arg Thr GLu Asp Leu Pro Lys Ala Val VaL Phe Leu Glu Pro Gin Trp 
15 10 15 
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Tyr Ser VaL Leu GLu Lys Asp Ser VaL Thr Leu Lys Cys Gin Gly Ala 

20 25 30 

Tyr Ser Pro GLu Asp Asn Ser Thr Gin Trp Phe His Asn GLu Ser Leu 

35 40 45 

He Ser Ser GLn A La Ser Ser Tyr Phe ILe Asp Ala Ala Thr VaL Asn 

50 55 60 

Asp Ser Gly GLu Tyr Arg Cys GLn Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro VaL Gin Leu GLu VaL His ILe Gly Trp Leu Leu Leu GLn Ala Pro 

85 90 95 

Arg Trp VaL Phe Lys GLu GLu Asp Pro He His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 110 

Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu GLn Asn Gly Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His ILe Pro Lys Ala 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg GLy Leu Val Gly Ser 
145 150 155 160 

Lys Asn Val Ser Ser GLu Thr Val Asn He Thr He Thr GLn GLy Leu 

165 170 175 

Ala VaL Ser Thr ILe Ser Ser Phe Ser Pro Pro GLy Ala Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu Val 



eventuellement precedee d'une methionine a I'extremite N-terminale ainsi que les analogues de cette sequen- 
ce. 

3) Recepteur RFcylll humain soluble tel qu'obtenu par I'expression dans une cellule hdte eucaryote d' un 
ADN codant la sequence en ackJes amines SEQ ID N° 1 : 



Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala 
1 5 
Tyr Ser VaL Leu GLu Lys Asp Ser 
20 

Tyr Ser Pro GLu Asp Asn Ser Thr 

35 40 
ILe Ser Ser Gin Ala Ser Ser Tyr 
50 55 



Val Val Phe Leu GLu Pro GLn Trp 

10 15 
VaL Thr Leu Lys Cys GLn GLy Ala 
25 30 
Gin Trp Phe His Asn Glu Ser Leu 
45 

Phe ILe Asp Ala Ala Thr VaL Asn 
60 
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Asp Ser Gly GLu Tyr Arg Cys GLn Thr Asn Leu Ser Thr Leu Ser Asp 
65 70 75 80 

Pro VaL GLn Leu GLu VaL His ILe GLy Trp Leu Leu Leu GLn ALa Pro 

85 90 95 

Arg Trp VaL Phe Lys GLu GLu Asp Pro ILe His Leu Arg Cys His Ser 

100 105 110 

Trp Lys Asn Thr ALa Leu His Lys VaL Thr Tyr Leu GLn Asn GLy Lys 

115 120 125 

Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His ILe Pro Lys ALa 

130 135 140 

Thr Leu Lys Asp Ser GLy Ser Tyr Phe Cys Arg GLy Leu VaL GLy Ser 
1*5 150 155 160 

Lys Asn VaL Ser Ser GLu Thr VaL Asn ILe Thr ILe Thr GLn GLy Leu 

165 170 175 

ALa VaL Ser Thr ILe Ser Ser Phe Ser Pro Pro GLy ALa Asp Pro Arg 
180 185 190 

Leu VaL 



4) Sequence d'ADN comprenant une sequence d'ADN codant pour le recepteur RFcylll humain soluble 
seJon la revendication 1. 

5) Sequence d'ADN codant pour le recepteur RFcylll humain soluble selon la revendication 1. 

ID N<>2 S6qUenCe d ADN 356100 ' a revendication 5 constit u6e essentiellement de la sequence nucleotidique SEQ 

7) Vecteurs ^expression comprenant une sequence d'ADN codant pour un recepteur RFcylll humain so- 
luble seton la revendication 1. 

8) H6tes transformes avec un vecteur selon la revendication 7. 

9) H6te selon la revendication 8 qui est une cellule eucaryote. 

10) Precede qui comprend I'expression du recepteur RFcylll humain soluble dans une cellule note trans- 
formee par un ADN codant pour un recepteur RFcylll humain soluble selon la revendication 1. 

11) Precede selon la revendication 10 dans lequel la cellule note est une cellule eucaryote. 

12) Anticorps monoclonaux diriges contra le recepteur RFcylll humain soluble selon la revendication 1 ou 
contre un fragment immunogene de celui-ci. 

13) Composition de diagnostic comprenant un ou plusieurs anticorps selon la revendication 12. 

14) Atitre de medicament, le recepteur RFcylll humain soluble selon la revendication 1. 

15) Compositions pharmaceutiques renfermant comme principe actif un medicament selon la revendica- 
tion 14. 

16) Compositions pharmaceutiques selon la revendication 15 pour moduler la proliferation cellulaire. 

17) Compositions pharmaceutiques selon la revendication 15 pour moduler la cytotoxicite de type NK. 

18) Compositions pharmaceutiques selon la revendication 15 pour moduler la production d'antfcorps. 
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